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利用 高 通 量 测序 技 术 分 析 川 中 黑山 羊 瘤胃 纤毛 虫 种 群 结构 
刘 旗 陈 ct BAR diui 


E 志 华 杨 颜 饭 高 R Dk TE 
3 ”四 川 农业 大 学 动物 


里 


医学 院 , 动物 疫病 与 人 类 健康 四 川 省 


重点 实验 室 , 环境 公害 与 动物 疾病 
四 川 省 高 校 重点 实验 室 ， 温 江 611130) 


5 È 要 : 本 试验 旨 在 应 用 高 通 量 测序 技术 研究 川中 黑山 羊 瘤胃 纤毛 虫 种 群 结构 。 选 取 3 只 4 


6 ”月 龄 川中 黑山 羊 [体重 (15.534+0.21) kg], 


正常 饲 喂 20 d 后 采集 瘤胃 液 (A) FB 


Em, IRIS 40 
| DNA 后 ， 扩 增 真 核 生物 18S rRNA VA 区 
增产 物 使 用 Illumina MiSeq 平台 测序 。 结 果 表 明 : 


7 “d 后 再 次 采集 瘤胃 液 (F) 样品 ， 提 取样 品 总 


"M 
获得 高 质量 有 效 序列 242 321 条 ， 


9 RHI 1 650 个 运算 分 类 单位 (OTU)。2)A 样品 \F 样品 在 alpha 多 样 性 Chao. ACE. Shannon 


10 ”和 Simpson 指数 上 ， 差 异 不 显著 (P>0.05) 。3) 在 纲 水 平分 类 上 ，2 个 时 间 点 样品 相对 丰 
一 11 ” 度 最 高 的 均 为 纤毛 门 ， 侧 口 纲 (A 样品 为 46.0%; 下 样品 为 44.7%) ，2 个 样品 的 相对 丰 度 
C qa» 差异 不 显著 (P>0.05) 。4) 在 科 水 平分 类 
©) 


分 类 上 ，A 样品 优势 科 为 头 毛 科 18%) ， 其 次 为 
= B KER (142%) ;下 样品 优势 科 为 头 毛 科 (42.8%) ; HE F REE 


N 14 ”A 样品 (P<0.05) , A 样品 均 毛 科 相 对 丰 度 显著 高 于 了 样品 


羊 品 (P<0.05) 。5) 在 属 水 平分 类 
15 上 ,A 样品 与 F 样 品 相 对 丰 度 最 高 的 纤毛 虫 属 均 为 多 加 多 泡 双 毛 属 CAR 


品 为 25.4%) ， 无 显著 差异 (P>0.05) 
17 PREE HY 


品 头 毛 科 相对 丰 度 显著 高 于 


EY 20.9%, FRE 
; 存在 显著 性 差异 的 纤毛 虫 属 是 均 毛 属 、 头 毛 属 、 
PE JAA SEE, FL A 样品 均 毛 属 (14.1% vs. 1.9%) 


WEE (2.896 vs. 1.5%) 显著 高 于 上 样品 (P<0.05) ， 而 头 毛 属 (6.7% vs. 12.5%) 
19 ” 双 毛 属相 对 


、 腹 甲 双 毛 属相 


~ RFP 
。 本 试验 结果 表明 ， 幼 龄 川中 


丰 度 (0.3% vs. 2.5%) 显著 低 于 了 样品 CP«0.05) 
20 ”黑山 羊 瘤胃 液 纤 毛虫 相对 丰 度 最 高 的 种 属 为 多 加 多 泡 双 毛 
21 ， 且 相对 丰 度 较 高 的 真 核 生 物 ， 需 要 进一步 


属 , 瘤胃 中 还 有 许多 未 被 分 类 鉴定 


BS 
Fo 


22 ”关键 词 : 川中 黑山 羊 ， 瘤 骨 纤 毛虫 ， 种 群 结构 ;多样 性 ，MiSeq 测序 
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24 反刍 动物 瘤胃 中 栖息 着 大 量 细菌 、 原 虫 、 真 菌 和 十 菌 ， 其 中 原虫 主要 指 纤 毛虫 ， 数 量 约 
25 ”为 (1X104~1X105 个 /mL) 629。 纤 毛虫 数量 虽然 比 细菌 少 ， 但 体积 大 ， 占 整个 瘤 骨 微生物 


26 ”生物 量 的 30926-80260], 在 瘤胃 生态 系统 中 具有 重要 生物 学 意义 , 包括 稳定 瘤胃 内 环境 (pH、 


27 发酵 类 型 、 甲 烷 生 成 、 氨 浓度 )， 降 解 纤维 素 、 和 蛋白 质 及 防止 宿主 中 毒 〈 硝 酸 盐 、 亚 硝酸 盐 、 
28 R) 等 &9。 纤 毛虫 种 群 结构 受 年 龄 、 饲 粮 结 构 和 地 域 等 因素 的 影响 上 400。 有 研究 表明 ， 在 
29 ”新 生 幼 畜 的 瘤 骨 内 没有 纤毛 虫 , 随 着 年 龄 的 增长 幼 畜 瘤胃 内 纤毛 虫 种群 结 构 发 生 着 剧烈 的 变 
30 ”化 02 芍 。 随 着 反刍 家 畜 营 养 与 疾病 研究 的 不 断 深 入 ， 反 刍 家 畜 瘤 骨 内 纤毛 虫 种 群 构成 、 种 群 
31 ”关系 变化 及 其 与 宿主 之 间 复 杂 的 关系 成 为 瘤胃 营养 代谢 研究 的 热点 。 

32 目前 山羊 瘤胃 微生物 的 研究 对 象 主要 是 波 尔 山 羊 等 , 而 我 国 特 有 小 品种 羊 研究 其 少 。 川 
33 ”中 黑山 羊 原 产 于 四 川 省 金堂 县 、 乐 至 县 一 带 ， 具 有 个 体 大 、 生 长 快 、 肉 质 鲜美 、 繁 殖 率 高 、 
34 ”适应 性 强 、 耐 粗 饲 等 优点 ， 是 我 国 优秀 的 黑山 羊 品种 ， 于 2010 年 1 

国 国家 畜 禽 遗传 资源 目录 》。 但 目前 对 川中 黑山 羊 瘤胃 微生物 的 研究 尚未 见报 道 

36 高 通 量 测序 (high-throughput sequencing) 技 术 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 研究 微生物 生态 
37 ”学 的 全 新 技术 手段 ， 能 全 面 地 反映 样品 微生物 的 结构 与 组 成 。 应 用 高 通 量 测 序 技术 研究 羊 瘤 
38 ”上 胃 微 生物 的 报道 主要 有 关于 细菌 ,对 瘤胃 纤毛 虫 的 研究 却 鲜 有 报道 。 因此， 本 试验 应 用 高 通 
39 ” 量 测序 技术 研究 川中 黑山 羊 瘤胃 原生 动物 纤毛 虫 结构 , 旨 在 为 我 国 黑山 羊 种 质 资源 的 开发 利 


参考 。 


15 日 ， 正 式 列 入 《中 
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40 J Bae SEA, THA) rn El SE GUESS RATA Se 


P: 


an 4] 1 材料 与 方法 
42 l1 试验 动物 与 饲 粮 
43 选取 3 头 健康 雄性 4 月 龄 川中 黑山 羊 ， 平 均 体重 为 《15.53+0.21) kg, GORA BRS 
FL) 、 自 由 饮水 。 精 料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1， 饲 喂 量 


AE 


pi 
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uN 


44 AINE aS CORN BSR IET 


Iu 


fiti 


45 ”按照 体重 PWR, ALR SES, BER 08: 00 和 17: 00 饲 喂 。 


46 表 1 精 料 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 

47 Table 1 Composition and nutrient levels of the concentrate (DM basis ) % 
原料 Ingredients 含量 Content | 营养 水 平 Nutrient levels? 含量 Content 
玉米 粒 Corn grain 51 消化 能 DE/(MJ/kg) 13.34 
XX Barley grain 23 干 物质 DM 84.27 
菜 籽 煌 Rapeseed meal 10 粗 蛋 白质 CP 16.66 
豆粕 Soybean meal 10 粗 纤维 CF 4.17 


鱼粉 Fish meal 3 中 性 洗涤 纤维 NDF 13.72 


食盐 NaCl 1 酸性 洗涤 纤维 ADF 6.91 
预 混 料 Premix” 2 
合计 Total 100 
48 D 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 Premix provided the following per kg of the diet:Fe (as ferrous sulfate) 30 


49 mg,Cu (as copper sulfate) 10 mg,Zn (as zinc sulfate) 50 mg,Mn (as manganese sulfate) 60 mg, VA 2 937 IU,VD 


50 343 IU, VE 30 IU. 


R 


51 2 营养 水 


均 为 计算 值 。Nutrient levels were calculated values. 


52 12 样品 采集 与 试验 设计 


53 预 饲 10 d 后 开始 正式 试验 ,正常 饲 喂 20d 后 , 于 第 21 天 晨 饲 前 采集 瘤胃 液 CAO 样品 ， 


so 54 [AJB 40 d 后 再 次 采集 瘤 由 液 CR) 样品 ， 每 个 样品 3 TEE, SEMEN CAE 


= 55 真空泵 抽 吸 样品 法 ) 采集 样品 。 


Am 


56 13 18S rDNA 的 扩 增 及 高 通 量 测 语 


= 57 瘤胃 微生物 基因 组 DNA 的 提取 ， 参 照 试 剂 盒 [天 根 生化 科技 (北京 ) 有 限 公司 ] 说 明 书 进 


N 58 ” 行 ,采用 紫外 可 见 分 光 光 度 计 (NanoDrop-ND1000) 测 定 提取 的 DNA 浓度 ， 并 利用 1% 的 琼 


So ” 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 DNA 提取 质量 ， 提 取 的 DNA 于 -20 °C 保存 备用 。 提 取 质 量 合格 的 DNA 


60 ”样品 送 至 上 海派 森 诺 生物 科技 有 限 公 司 扩 增 真 核 生 物 18S rDNA V4 区 (420 bp) ， 通 用 引物 


01 为 V547F: 5' -CCAGCASCYGCGGTAATTCC-3! ; V4R: 5' -ACTTTCGTTCTTGATYRA-3’ 。 


:三 。 62 PCR 产物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 瀛 鉴定 ， 并 用 Axygen 凝 胶 回 收 试剂 盒 回收 。 对 文库 质 检 和 和 定 


in| 


63 ” 量 ,， 将 合格 的 文库 利用 MiSeq Reagent Kit V3(600cycles) 进 行 双 端 测序 。 

64 ”1.4 数据 分 析 

65 测序 原始 数据 以 Fastq 格式 保存 ， 利 用 Flash 1.2.7 软件 筛选 〈 按 照 引物 和 Index 信息 ， 
66 ”识别 分 配 入 对 应 样本 , 并 去 除 嵌 合体 等 疑问 序列 ) 获取 每 个 样本 的 有 效 序列 ， 再 运用 QIME 


67 ”1.8.0 识别 疑问 序列 (要 求 序列 长 度 >150 bp， 且 不 允许 存在 模糊 碱 基 N z^, EIER S' 端 引 
68 。” 物 错 配 碱 基数 >1 的 序列 以 及 含有 连续 相同 碱 基 数 >8 的 序列 ) ， 筛 选 得 到 高 质量 序列 ， 调 用 


69 ”Uclust 这 一 序列 比 对 工具 09， 对 前 述 获 得 的 高 质量 序列 按 97% 的 序列 相似 度 进 行 归并 和 可 


70 ”操作 分 类 单元 (operational taxonomic unit, OTU) 划分 014， 并 选取 每 个 OTU 中 丰 度 最 高 的 


71 ”序列 作为 该 OTU 的 代表 序列 ， 根 据 每 个 OTU 在 每 个 样本 中 所 包含 的 序列 数 ， 构 建 OTU 在 
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94 


Pr PEAR HEE EA 
表 性 序列 的 微生物 分 类 


利用 Mothur 1.30.1 软 从 


18.0 软件 


2 结 HW 
2. 样品 测序 深度 和 多 样 性 分 析 


本 次 试验 6 个 样品 共 获 得 242 321 条 高 质 


基于 相似 度 大 于 97% 的 原则 ， 将 获得 的 高 质量 序列 进行 OTU RK, 


地 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


E 阵 文件 。 获 得 的 OTU 与 NCBI 数据 库 比 对 ， 通 过 GenBank 鉴定 OTU 代 
也 位 。alpha 多 样 性 指数 ‘Chao、Ace、Shannon、Simpson) 的 计算 
完成 81。2 个 时 间 点 样品 菌 群 相对 丰 度 差异 显著 性 分 析 采 用 SPSS 
行 配对 检验 ,结果 以 平均 值 + 标准 差 表 示 。 


序列 , 每 个 样品 含有 (40 386 士 4 082) 条 序列 。 


获得 1650 个 OTU, 


剔除 稀有 OTU 后 ,其 中 A 样品 获得 175 个 ,FF 样品 获得 197 个 ,样品 间 差 异 不 显著 (P>0.05)， 


2 个 样品 间 共 享 OTU 为 143 个 (图 1) 。 本 试验 瘤 骨 液 桂 


在 本 试验 的 测序 深度 下 ， 除 了 样品 Al 外 ， 其 余 各 样品 稀释 曲线 最 终 均 趋 于 平缓 ， 表 明 本 试 


验 的 测序 深度 可 以 履 盖 各 样品 中 大 多 数 微 生物 。 
主 成 分 分 析 结 果 见 图 3, 如 图 所 示 ,2 个 样品 


EF 品 的 稀释 曲线 见 图 2， 如 图 所 示 ， 


聚 类 在 一 起 。 主 成 分 分 析 获 得 主 成 分 1(PC1) 


的 贡献 率 为 70.84%， 主 成 分 2 (PC2) 的 贡献 率 为 23.80%。 


alpha 多 样 性 常用 于 反映 微生物 群落 的 丰富 度 和 均匀 度 ， 常 用 的 度量 指数 主要 包括 侧重 


于 体现 群落 丰富 度 Chao 和 ACE 指数 ， 以 及 阐 
个 时 间 点 样品 的 alpha 多 样 性 结果 见 表 2, E Af 


和 ACE 指数 ) 稍 低 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) ， 而 群落 均匀 度 及 多 样 性 指数 (Shannon 和 


Simpson 指数 ) 稍 高 ， 差 异 亦 不 显著 CP>0.05) 。 


KI 


a “可 
种 数 Species number 


1 OTU 维 恩 图 


Fig.l OTU venn diagram 


E 顾 群落 均匀 度 的 Shannon 和 Simpson 指数 。2 


和 品 相 比 ，E 样品 群落 丰富 度 指数 (Chaol 


测序 深度 Sequencing depth 


2 样品 稀释 


线 


Fig.2 Rarefaction curves of samples 
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PC1 (70.84%) 


Es 主 成 分 分 析 结果 


Fig.3 The results of principal component analysis 


表 2 取样 深度 为 33 019 时 的 瘤胃 微生物 alpha 多 样 性 指数 对 比 


Table 2 Comparison of alpha diversity indices of rumen microbial communities calculated at a sample depth of 


33 019 
Chao 指数 ACE 指数 Simpson 指数 Shannon 指数 
项 目 Items 
Chao index ACE index Simpson index Shannon index 
A 样品 Sample A 146.227+25.099 147.795+22.408 0.765+0.141 3.024+0.664 
F 2. Sample F 144.589+17.434 144.824x18.379 0.784+0.055 3.089+0.562 
P {Ñ P-value 0.933 0.853 0.755 0.403 


22 瘤 骨 原生 动物 纤毛 虫 种 群 结构 
表 3 中 列 出 了 纤毛 虫 在 纲 、 科 、 属 上 的 种 群 分 布 ， 各 分 类 水 平 中 不 属于 纤毛 虫 的 均 未 列 


出 ， 包 括 新 丽 著 毛 菌 门 、 链 形 门 和 微 孢 子 门 等 ， 双 毛 属 (Diplodinium) 含量 过 低 而 未 列 出 。 


纲 分 类 水 平 上 ，2 个 时 间 点 样品 相对 丰 度 差异 不 显著 (P>0.05) ， 且 相对 丰 度 最 高 的 均 为 纤 
毛 门 , MGA. 科 水 平分 类 上 , A 样品 中 均 毛 科 相 对 丰 度 显著 高 于 下 样品 CP<0.05,14.2% vs. 


1.990) ，F 样品 中 头 毛 科 相对 丰 度 显著 高 于 A 样品 (P<0.05,42.8% vs. 31.8%) 。 属 分 类 水 


^F. b. 所 有 样品 中 共有 9 种 瘤胃 纤毛 虫 属 被 鉴定 出 , 各 样品 中 纤毛 虫 属 水 平 上 种 群 组 成 见 图 
4; ， 已 知 纤毛 虫 属 中 ， 多 甲 多 泡 双 毛 属相 对 丰 度 最 高 CA 样品 为 20.9%, F 样品 为 23.4% ) ， 


且 2 个 样品 间 差 异 不 显著 CP»0.050 ; 内 毛 属 、 腹 甲 双 毛 属 、 头 毛 属 与 刺 甲 双 毛 属 在 2 个 样 
品 中 存在 显著 差异 (P<0.05) ，A 样品 
而 头 毛 属 、 刺 甲 双 毛 属 显著 低 于 了 样品 CP<0.05) ; 2 个 时 间 点 样品 中 均 含 有 为 未 知 属 〈A 
样品 为 35.4%，F 样品 为 35.6%， 未 在 表 中 列 出 ) 。 因 此 ，2 个 样品 中 纤毛 虫 种 群 结构 存在 


内 毛 属 、 腹 甲 双 毛 属 显著 高 于 上 样品 CP<0.05) ， 
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较 大 差异 。 
表 3 瘤 骨 液 中 纤毛 虫 种 群 分 布 
Table3 Community distribution of ciliate in rumen fluid % 
BR A 样品 Sample A F 样品 Sample F P (& 
Classification 平均 值 Mean | 标准 差 SE 平均 值 Mean | 标准 差 SE P-value 
侧 口 纲 Litostomatea 46.0 6.7 44.7 3.3 0.571 
均 毛 科 Isotrichidae 14.2 5.0 1.9 0.6 0.045 
均 毛 属 Isotricha 14.1 5.1 1.9 0.5 0.049 
密 毛 属 Dasytricha 0.1 0.2 
头 毛 科 Ophryoscolecidae 31.8 3.8 42.8 2.8 0.033 
多 加 多 泡 双 毛 属 Polyplastron 20.9 2.8 25.4 3.5 0.067 
头 毛 属 Ophryoscolex 6.7 3.0 12.5 1.5 0.037 
腹 甲 双 毛 属 Diploplastron 2.8 0.3 1.5 0.5 0.029 
内 毛 属 Entodinium 1.2 0.1 0.6 0.5 0.173 
刺 甲 双 毛 属 Enoploptastron 0.3 0.3 2.5 0.6 0.012 
真 双 毛 属 Eudiplodinium 0.2 0.1 
em 出 均 毛 属 sotricha 
m EÑ Dasytricha 
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4 属 水 平 上 瘤胃 纤毛 虫 种 群 组 成 


Fig.4 Community composition of rumen ciliate at genus level 
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3.1. 川中 黑山 羊 瘤胃 真 核 生物 多 样 性 分 析 
通过 单 样 品 的 OTU 和 alpha 多 样 性 分 析 来 反映 微生物 群落 的 丰富 度 和 多 样 性 。 本 试验 


通过 MiSeq 测序 平台 ， 平 均 每 个 样品 获得 275 个 OTU， 远 远 低 于 应 月 


该 技术 研究 瘤胃 细菌 
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所 得 OTU 数 (962-2 499) 5.19201, Ff H alpha 多 样 性 指数 也 远 远 低 于 应 用 该 技术 研究 瘤 骨 


细菌 所 获 结果 ，Chao 指数 (836~2 687) 151821, ACE 指数 (330~841) [18-19，Shannon 指数 


(3.85-8.28) 0920， 由 此 可 见 瘤 骨 内 细 戎 丰富 度 及 多 样 性 远 远 高 于 瘤胃 内 真 核 生 物 。 此 外 本 


次 所 获 Shannon 指数 (3.024、3.089) 相对 王 新 峰 等 2 应 用 PCR- 变 性 梯度 凝 胶 电 访 (DGGE) 


技术 研究 山羊 瘤胃 纤毛 虫 获 得 的 Shannon 指数 较 高 (0.824) ， 可 见 针 对 群落 多 样 性 的 研究 ， 
通 量 测序 技术 明显 优 于 PCR-DGGE 技术 。 


Kittelmann 等 B31 通过 454 焦 磷酸 测序 平台 研究 家 养 绵羊 瘤 骨 真 核 生 物 组 成 ， 其 结果 中 


3 
型 


Y. 


Simpson 指数 浮动 较 大 《0.004~0.767) ， 紫 花 彰 和 薪 牧场 放牧 《〈 肯 管 插 管 采样 ) 组 Simpson 指 


数 仅 为 0.004， 饲 喂 谷 粒 圈 养 组 〈 屠 宰 法 采样 ) 组 Simpson 指数 为 0.096， 而 夏季 放牧 和 冬季 


放牧 2 组 〈 永 久 瘘管 采样 ) Simpson 指数 相差 不 大 (0.711 和 0.731) 。 本 研究 结果 〈Simpson 


指数 0.765、0.784) 与 Kittelmann FPWR A (0.004. 0.0960 相差 较 大 ， 这 可 能 是 受到 
了 饲 粮 结构 的 影响 。 瘤胃 真 核 生 物 作为 瘤胃 内 饲 粮 消 化 吸收 的 重要 组 成 成 分 ， 饲 粮 结构 变化 
是 影响 群落 多 样 性 的 关键 因素 21204。Kobayashi25l 认 为 饲 粮 结构 的 单一 性 可 能 是 影响 反刍 动 
物 瘤 骨 微 生物 多 样 性 的 原因 。 此 外 ， 也 可 能 是 测序 平台 、 品 种 与 饲养 方式 不 同 引 起 的 。 
另外 ，2 个 时 间 点 样品 对 比 下 ，alpha 多 样 性 指数 无 显著 差异 。 由 此 可 见 ， 短 时 间 内 瘤 
胃 真 核 生 物 多 样 性 不 会 发 生 显著 变化 。 
32 川中 黑山 羊 瘤 骨 纤毛 虫 种 群 结 构 分 析 
本 次 试验 在 2 个 时 间 点 样品 中 均 含 有 大 量 未 知 属 ， 所 占 的 比例 高 达 35.4% 与 35.6%， 这 
充分 显示 出 瘤胃 内 还 有 很 多 有 价值 的 真 核 生 物种 群 信息 需要 深入 挖掘 。 所 有 样品 中 共 发 现 9 
个 纤毛 虫 属 〈 均 毛 属 、 密 毛 属 、 头 毛 属 、 多 加 多 泡 双 毛 属 、 腹 甲 双 毛 属 、 刺 甲 双 毛 属 、 真 双 


毛 属 、 双 毛 属 、 内 毛 属 ) ， 其 中 多 加 多 泡 双 毛 属 为 最 优势 种 属 ， 这 与 以 往 大 部 分 研究 结果 并 
不 一 致 。 大 部 分 研究 结果 表明 ， 内 毛 属 为 山羊 瘤胃 内 最 优势 种 属 ， 包 括 徐 淮 白 山羊 《81.3% ) 


L269、 内 蒙古 山羊 (74.25%) R23、 呼伦贝尔 草原 绵羊 (77.1%) P8， 西 班 牙 山 羊 (7496-8596) 


9 和 家 养 绵 羊 (40%) [3 等 。 而 本 试验 结果 中 内 毛 属 仅 占 总 纤毛 虫 的 1.2%、0.6%， 引 起 这 
种 差异 可 能 由 于 饲 粮 结构 的 不 同 。 本 试验 饲 粮 以 牧草 为 主 ,牧草 为 南方 牧 革 ， 南方 牧草 与 其 
他 地 区 牧草 相 比 ， 粗 蛋白 质 和 粗 脂肪 含量 低 ， 但 粗 纤维 含量 高 89， 而 多 甲 多 泡 双 毛 属 木 聚 
糖 酶 和 葡 聚 糖 酶 活力 旺盛 ， 内 毛 属 只 有 微弱 的 作用 B0， 因 此 高 纤维 牧草 可 能 是 导致 此 结 
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的 诱因 。 此 外 ， 也 有 可 能 是 因为 饲养 方式 的 因素 ，Mishima 等 B34 研究 称 放养 坦 桑 福 尼 亚 瘤 牛 
短 角 牛 瘤胃 纤毛 虫 内 毛 属 含量 (7.0%~25%) 显著 低 于 大 部 分 家 养 反 刍 动 物 (80%~99%) ; 
Coleman04 称 放牧 有 利于 反刍 动物 瘤胃 原虫 的 定植 ， 放 牧 的 羔羊 在 正常 饲养 条 件 下 3~6 个 月 
即 可 获得 与 成 年 羊 类 似 的 原虫 种 群 ，Franzolin 等 63 研 究 2 种 饲养 方式 下 印度 水 牛 瘤胃 微 生 
物 的 组 成 , 结果 表明 放牧 组 瘤胃 纤毛 虫 总 数 及 组 成 明显 优 于 饲 喂 组 。 除 了 饲 粮 结构 与 饲养 方 
式 的 影响 外 ， 日 龄 等 也 会 影响 瘤胃 微生物 ，HungateI0 称 幼 龄 反刍 动物 瘤胃 内 容 物 呈 酸性 ， 
妨碍 瘤胃 原生 动物 的 定 值 ; 另外 , 高 通 量 测 序 技术 也 会 对 真实 种 群 结构 有 所 影响 , Kittelmann 
等 6 称 高 通 量 测序 技术 结果 使 体积 较 小 的 纤毛 虫 属 〈 内 毛 属 、 端 毛 属 和 双 毛 属 等 ) 含量 被 


低估 ， 而 体积 较 大 的 种 属 〈 后 毛 属 、 前 毛 属 、 真 双 毛 属 、 硬 甲 双 毛 属 和 多 甲 多 泡 双 毛 属 等 ) 


含量 被 高 估 。 


2 个 时 间 点 样品 相对 比 下 ， 相 对 丰 度 最 高 的 均 为 多 加 多 泡 双 毛 属 ， 并 无 显著 差异 。 而 均 
毛 属 、 腹 甲 双 毛 属 、 头 毛 属 和 刺 甲 双 毛 属 存在 显 赣 差异 。 这 种 差异 可 能 是 饲 粮 结构 影响 的 结 
AR. 在 长 期 高 纤维 牧草 饲 喂 下 , 利于 消化 纤维 的 头 毛 属 等 逐渐 增多 ,而 利于 淀粉 多 糖 消化 的 
均 毛 属 逐 渐 减 少 5539。 因 此 人 饲 粮 可 能 是 引起 这 种 变化 的 主要 因素 ,此 外 ,样本 数量 少 也 可 能 
影响 本 研究 反映 纤毛 虫 种 群 结构 真实 的 变化 。 


4 8 id 


O 本 研究 通过 高 通 量 测序 技术 分 析 了 两 个 时 间 点 川中 黑山 羊 瘤胃 纤毛 虫 种 群 结构 。 结 
果 证 明 , 幼 龄 川中 黑山 羊 瘤胃 纤毛 虫 最 优势 种 属 为 多 甲 多 泡 双 毛 属 , 且 饲 粮 显 著 影 响 瘤 骨 纤 
毛虫 属 结构 的 变化 。 

O 瘤胃 真 核 生 物 群 落 丰 富 度 与 多 样 性 在 短 时 间 内 无 显著 差异 。 

O 此 次 结果 也 显示 出 瘤胃 中 还 有 许多 未 被 分 类 鉴定 且 相 对 丰 度 较 高 的 真 核 生物 ， 其 结 


m 


构 和 功能 有 待 深入 研究 。 
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Ruminal Ciliate Community Structure of Chuanzhong Black Goats: an Analysis Using 
High-Throughput Sequencing Technology 
LIU Qi CHEN Yun DENG Junliang” REN Zhihua YANG Yanyi GAO Shuang CHEN Chong 
(Key Laboratory of Animal Disease and Human Health of Sichuan Province, Key Laboratory of 
Environmental Hazard and Animal Disease of Sichuan Province, College of Veterinary 
Medicine, Sichuang Agricultural University, Chengdu 611130, China) 

Abstract: This study was designed to reveal the ruminal ciliate community structure of 
Chuanzhong black goats using MiSeq sequencing technology. Three 4-month-old Chuanzhong 
black goats weighted (15.5340.21) kg were used to collect rumen fluid, and the samples were 
collected after normal feeding of 20 (sample A) and 60 d (sample F), respectively. Total DNA 
was extracted for amplification V4 area of 18S rRNA, and the products were sequenced by 
Illumina MiSeq sequencing system. The results showed as follows: 1) a total of 242 321 high 
quality valid sequences and 1 650 operational taxonomic units were obtained. 2) There were no 
significant difference on alpha diversity indexes (Chao, ACE, Shannon and Simpson) between 
samples A and F (P>0.05) .3) At class level, the most abundant class in samples A and F were 
Ciliophora, Litostomatea (sample A was 46.0%, sample F was 44.7%), and there was no significant 
difference between samples A and B (P>0.05) . 4) At family level, the most abundant family in 
sample A was Ophryoscolecidae (31.896) followed by Isotrichidae (14.296); the most abundant 
family in sample F was Ophryoscolecidae (42.8%); the relative abundance of Ophryoscolecidae in 
sample F was significantly higher than that in sample A (P«0.05) , and the relative abundance of 
Isotrichidae in sample A was significantly higher than that in sample F  (P«0.05) .5) At genus 
level, the most abundant ciliate genus was Polyplastron (sample A was 20.9%, sample F was 
25.496), and there were no significant differences between samples A and F (P>0.05); there were 
significant differences of the relative abundances of Isotricha, Ophryoscolex, Diploplastron and 


Enoploplastron, the relative abundances of Isotricha (14.1% vs. 1.996) and Diploplastron 
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(2.8% vs. 1.596) in sample A were significantly higher than those in sample F  (P«0.05) , and 
relative abundances of Ophryoscolex (6.7% vs. 12.596) and Enoploplastron (0.3% vs. 2.5%) 
in sample A were significantly lower than those in sample F  (P«0.05) . In conclusion, 
Polyplastron is the most abundant genus in the rumen ciliate communities of youth Chuanzhong 
black goats, and there were still a lot of unclassified and unidentified eukaryotic microorganisms 
with high abundance worth further study in rumen. 
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